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ビブ リオ シン 現象 観察 用 培地 の 基礎 的 研究 
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Basic study on the solid media for the observation of vibriocin activity 
Keizo YAMAGUCHI (Department of Bacteriology, Institute for Tropical Medicine, Nagasaki 


University) 


Abstract: In the most part of present study, it was necessary to set a fundamental policy 
that only the parallel experiment on the same day could be compared one another, because of 
the insufficient reproducibility of the vibriocin phenomenon. The chequer-board experiment 
in using six strains of classical and El-Tor type Vibrio cholerae respectively was applied to all 
the experiments excepting the last one. Firstly, it was observed that some strains showed 
the phenomenon on Anaerobe agar, but not on Tryptosoy agar (Table 1). Accordingly, 
the result obtained by the experiment in adding 0.05 % Na-thioglycollate or glucose to 
Tryptosoy agar and by another experiment in adding two substances above instantanously 
were compared (Tables 2—5), then better production was obtained by instantaneous addition, 
and non-specific inhibition was observed by the use of more than 0.25% of glucose. 
Further experiments (Tables 5—6) showed that, in preparing the media, non-specific 
inhibition was eliminated by the use of 0.05M phosphate buffer in place of distilled water. 
Secondly, applying polypepton agar to the basal medium (Tables 7—10), it was found that 
the best result was obtained in the medium indicated by the remarks of Table 11. 
While comparing the incubative temperature and period in the course of production on this 
medium, better results were observed at 30°C than 37°C, and much enough vibriocin was 
produced within 18 hours at both temperatures. Finally, the vibriocins produced by 
60 strains of classical and El-Tor type of V. cholerae respectively on the same medium at 
30°C for 18 hours were tested three times for the inhibition to the 12 indicators just the same 
as mentioned above. As shown in Table 15, indicators 4, 56 and 93 were less sensitive 
to the vibriocins and indicators 5’, 16, 21 and 48 frequently showed doubtful inhibition. 
Judging from the inhibition test to the remaining five indicators, it was revealed that four 
strains were unclassifiable as shown in Table 16, and 116 others were classified into 11 
patterns as shown in Table 17. These results suggest that the further study on the 
present subject will make it possible to set up the vibriocin typing method which has no 
relevancy with the present serotype or biotype. 
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ュ レ ラ 菌 が 産生 する バク テリ オシ ン に よっ て ュ コレ ラ 
菌 の 発育 阻止 また は 殺菌 現象 が み ら れ る こと を 最初 に 
報告 し た の は Bhaskaran (196006250, そこ で は コ 
レラ 菌 の 性 因子 (P-factor) と 接合 に 関す る 実験 の 一 
部 と し て 観察 きれ て いる . これ に 類似 し た 現象 は 
Takeya and Shimodori (1969) に よっ て も 報告 され 
た . ビブ リオ シン と いう 名 称 を 用 いた 最初 の 報告 は 
Farkas-Himsley and Seyfried (1962, 1963) で あり , 
これ は クラ シック 型 コ レラ 菌 の 1 菌株 が 嫌気 的 条件 で 
産生 し , 同 株 の スト レプ トマ イシ ン 耐 性 変異 株 に 作用 
する こと を 見 出し た も の で ある . 

CHEDET YAY VIREO ER Tah Ste 
も の で ある が , Wahba(1965) は FRIE vic に よっ て 産生 
菌 発 育 後 の cold shock と 指示 菌 塗 抹 後 の 低温 処理 を 
適用 し て 16 株 の 交叉 試験 を 行い , う も 13 株 が ビブ リオ 
シン を 産生 し . これ ら に 対す る 感受 性 は 4 株 に 認め ら 
れ た と 述べ , ビブ リオ シン 産生 性 は ュ レ ラ 菌 に か な り 
普遍 的 な も の で あろ うと 考察 し た . これ を 支持 する 記 
載 は Lang Ò (1968) の 論文 に み ら れ る . — Datta 
and Prescott (1969) は 各種 の 方 法 を 検討 し, Wahba 
の 方 法 の み が 不 満足 な が ら 阻 止 帯 を 志す こと を 認め , 
これ に 改変 を 加え た 方 法 を 提唱 し ビブ リオ シン が 腸 内 
細菌 に も 作用 し た と 報告 し て いる . さら に 
Chakrabarty ら 1970)0 は ビブ リオ シン の 検出 法 に 関し 
T, 培地 成分 , 培地 の pH, cold shock の 条件 な ど 
に 検討 を 加え , S. sonnei の コリ シン 型 別 用 指示 菌 お 
よび 氏 ら の S. flexneri type 6 の 型 別 用 指示 菌 の 一 部 
に ュ レ ラ 菌 を 加え て 指示 菌 セ ッ ト を 設定 し , BADE 
ブリ オン シン 型 別 法 を 提唱 し た . 

既に 確立 され た と み ら れ て いる S. sonnei の コリ 
ジン 型 別 法 と 緑 騰 菌 の ピオ シン 型 別 法 を ュ レ ラ 菌 へ 適 
FAT SRA, また は 上 記 各 法 の 追試 は , 我が国 で も 日 
米 医学 協力 研究 会 コレ ラ 専門 部 会 研究 員 の 一 部 で 検討 
が 加え られ た が , いずれ も 満足 で きる も の で は な か っ 
た GRA, 那須 , 1966; 那須 , 1967; 武 谷 , 1973 参 
D. 
那須 (1970) は ビブ リオ シン 検出 に お ける 不安 定性 追 
求 の 目的 で , コレ ラ 菌 の 令 白 分 解 酵素 産生 状況 を ゼラ 
チン と カゼ イン を 基質 と し て 試験 し た . その 結果 培養 
ろ 液 と し て みる 限り その 活性 は 特に 高い も の で は な 
く , その 産生 に 要する 培養 時 間 を 考え 合せ る と , ビブ 
リオ シン が 産生 株 に より 自己 消化 され る 面 で は 関与 し 
得 な た いで あろ うら と 述べ た . つい で 広田 (1971) は ビブ リ 
オン シン 自体 が 液状 で 得 ら れ て いな いた だ ため, バク テリ オ 


シン の 代表 で ある っ コリ シン を 基質 と し て っ レラ 菌 の 匿 
養 ろ 液 に よる 不 活化 を 検討 した. また ュ コリ シン 含有 ブ 
イ ョ ン に コレ ラ 菌 を 培養 し , 翌日 コリ シン 活性 を 定量 
し て 不 活化 の 程度 を 求め , 特に 後者 に お いて 強く し か 
も 多種 の コリ シン を 不 活化 する 結果 を 得 た の で , ビブ 
リオ シン が 自己 消化 され る 可能 性 も ある と 考察 した. 
著者 は 1972 年 研究 を 開始 し, 当初 は 手技 習熟 を 兼ね 
て 前 述 の Wahba, Datta and Prescott, Chakrabarty 
ら の 方 法 を 可能 な 限り 氏 ら と 同一 の 菌株 を 含め て 追試 
し た が , いずれ も 再現 性 の 面 が 不 充分 な 結果 に 終っ 
jc. そこ で ビブ プリ オン シン 現 仁 出現 の 不安 定性 を 考慮 し 
て , 少な く と も 同一 日 に 実施 し た 実験 成績 は 比較 の 対 
象 に で きる と の 原則 を お いて , 多数 株 を 対象 と する ビ 
ブリ オン ン 現 象 観察 法 の 確立 を 目標 に 実験 を 続け て き 
jc. この 論文 で は , Farkas-Himsley and Seyfried の 
意見 を 参考 に し て ビブ リオ シン 誘発 の た め チ オグ リュ 
レー ト を 導入 し , さら に Chakrabarty の 研究 に 準 
じ て ブ ドッ ウ 糖 添加 , 培地 の pH, 産生 時 の 培養 温度 に 
検討 を 加え , ビブ リオ シン 観察 用 培地 を 設定 する に 
至っ た 過程 と , 同 境地 の 応用 試験 結果 と に つい て 記述 
する . な お 本 論文 の 内 容 は その 一 部 を 第 26 回 日 本 細菌 
学会 九州 支部 総会 に お いて 発表 し た . また 本 研究 の 一 
部 は 日 米 医学 協力 研究 会 か ら の 研究 費 に ょ っ て 行わ れ 
yz. 


材料 と 方 法 


使用 菌株 : 当 部 門 に 継 代 保存 きれ て いる ュ レ ラ 世 の 
らち クラ シッ ク 型 と エル トー ル 型 それ ぞ れ 60 株 を 用 い 
た . この 120 株 は 那須 (1970) が 選定 の うえ ぇ 使用 し , 広 
Hj (1971) も 供 試 し た も の で , 菌株 名 と 由来 お よび 血 
清 型 は 那須 の 論文 表 1 に 示さ れ て いる . 今回 の 実験 で 
は 同 表 の 菌株 番号 を その まま 利用 した. 実用 試験 を 除 
いて は , 分 離 地 。 分 離 年 度 と 追試 実験 時 の 成績 を 参考 
Z, クラ シッ ク 型 No. 4, 8, 16, 21, 48, 5’, = 
ルト ー ル 型 No. 56, 62, 71, 75, 79, 934, それ ぞ 
れ 6 株 計 12 株 を 用 いた . 

使用 培地 : トリ プ ト ッ ソイ 寒天 培地 , ア ネ ロ ー プ 寒天 
BH, ハー トイ ン フ ュ ジ ュ ョ ンプ ブイ ョ ン は いずれ も 栄 研 
化学 製 で あり , 特記 し な い 限 り は 使用 書 に 従っ て 藩 
解 , 必要 に 応じ て pH 修正 後 滅菌 し た . 

ポリ ズ プ トン 寒天 は ポリ ペ プ ト ン (KEK BLS 
製 ) と 塩化 ナトリウム 各 1 IK Bacto agar 1.4% を 
加え 脱 イ オン 水 に 加熱 次 解 し , 水 酸 化 ナ トリ ウム 水溶 
液 に より pH を 修正 , MA LLKLOCHS. 実験 の 


途中 で 設定 に 至っ た ビブ プリ オン シン 用 ペ プ ト ン 寒 天 は 
この 組成 に チオ グリ ュー ル 酸 ナトリウム 0.05 と ブ ド 
780.5% を 追加 し , pH 7.6 の 0.05M リン 酸 緩 衝 液 
CISBEREI LILO CAS. 

ビブ リオ シン 現象 の 観察 法 : Abbott and Shannon 
(1958) の ュ リ シン 型 別 法 以 来 . ピオ シン 型 別に も 用 い 
られ て いる 画 線 塗 抹 法 に 準じ て 以下 の よう に 行っ た . 
内 径 84mm の シャ ー レ へ 目的 に 応じ た 寒天 培地 を 約 30 
ml 注い で 平板 と する . 寒天 平板 上 の 直径 上 に 被験 菌 
の ハー トイ ン フ ュ ジ ョ ン ブ イ ョ ン (pH 8.0 1 REE 
ft 8mm o KM ABH CRE, 37°C (後に は 30 
°C) 18 時 間 培 養 す る . 翌日 シャ ー レ の 蓋 に 円 形 ろ 紙 
を 置い て クロ ロホ ルム 約 2m】 を 注 加 し て 30 分 放置 , 
スラ イド グラ ス の 一 端 で 発育 菌 苔 を か き と り , さら に 
30 分 クロ ロホ ルム 処理 を 続け る . ろ紙 を 取り 出し た 後 
シャ ー レ の 蓋 を や や 開い て クロ ロホ ルム の 蒸散 を 待 
b, HEREDO bt w7:Vavw74287w6-—8H 
MEO SEH 1 HSE FE LA eNe E 
REA, 37°C 1 HERR RAO TET IUE xe BAL 
た . 成績 の 記録 は 詳細 に 行っ た が , この 論文 で は 鮮明 
な 発育 阻止 C+) , 不鮮明 な 発育 阻止 (+) と 阻止 現 
象 な し (一 ) の 3 種 に 整理 し て 記載 し た , 


実験 と 説明 


I. トリ プ ト ソ イ 寒 天 と ア ネ ロ ー プ ブ 寒天 の 比較 
Farkas-Himsley and Seyfriend (1962, 1963) 
は anaerobic condition と 称し て , 対数 増殖 期 の 液体 
塔 養 へ チオ グリ ュ レ ー ト を 添加 し て ビブ リオ ン ン の 誘 
発 を 行っ て いる . これ を 参考 に , バク テリ オシ ン の 実 
験 に 慣用 きれ て いる トリ プ ト ッ イ 寒 天 (以下 TSA) 
と , チオ グリ コレ ー ト を 含有 する 市 販 培地 の ーー つ で あ 
る ア ネ ロ ー ブ プ 寒 天 を 平板 と し て , 画 線 浴 抹 法 に より ヌコ 
dis cr E 
た . 使用 菌株 の 項 で 説明 し た 12 株 すべ て を 産生 性 , 
ru cu 
験 (cheguer-board experiment) を 行っ た こと と な 
る . 実験 は 同一 日 に 両 培地 を 併行 実施 し , 日 を 変え 

5 回 反復 し た . 実験 結果 の うぅ うち 指示 菌 12 株 の すべ て に 
発育 阻止 を 示さ な か っ た 場合 を 省略 し , 産生 株 別に 実 
験 日 ご と の 成績 と し て 列記 し た の が 表 1 で ある . 

この 実験 で は 延 60 組 の 成績 が 得 ら れ た こと と な り , 
表示 し な か っ た 29 組 で は 非 産 生 と し て 両 培地 で の 成績 
が 一 致し た こと と な る . 表示 の うち 両 境地 で 同一 成績 
を 示し た の は No.21 の 第 4, 5 実験 の み で ある が , 
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上 記 非 産生 の 合致 を 含め る と 一 応 過 半数 で 成績 の 一 致 
Qd o qd. ue 
適宜 に 解釈 する と , No.4, 21 の 第 1, 3 実験 

No.48: 1, 2, No.56: 1, No.62: 2, 4, No. 
71 の 第 2 実験 の 計 10 組 も 両 培地 賠 で の 合致 例 に 加わ 
D, 結局 11 組 で 一 応 一 致 が あっ た と も み ら れ る . 残る 
19 組 の うち No. 4 の 第 2, 4, 5 実験 と No.21 の 第 
2 実験 で は 同 程度 また は TSA 側 で や や 広域 に 作用 し 
て いた だ た. し か し 残る 15 組 は すべ て が ア ネ ロ ー ブ 寒 天上 
の み で の 阻止 で あり , 特に No.71 の 第 1, 3, AX 
ER, No.75: 1, No.79: 1, 3, 4, 5 の 8 組 で は 
少な く と も 3 指示 区 に 対す る 鮮明 な 阻 正 が 観察 され 
jc. 供 試 12 株 の うち 5 実験 を 通じ て ビブ リオ シン 現象 
help TSA で は No.4, 21 の 2 株 で あっ た 
の に 対し て , ア ネ ロ ー ブ 寒 天上 で は と の 2 株 の ほか 
No.62, 71, 79 も 加わ っ た . 以上 を 総合 し て ア ネ ロ ー 
プ 寒 天上 で は , A a 
株 が その 現象 を 発現 する こと が ある と いえ を える. 

そこ で ア ネ ョ ー プ 和寒 天 の 組 成 中 酸化 選 元 電位 を 低下 さ 
RN one > の うち , チオ グリ コー 
ル 酸 ナトリウム と ブドウ 糖 を 取り 上 げ , これ を TSA 
に 添加 し た 場合 の 影響 を 検討 する こと に し た . 


Él. トリ プ ト ソ イ 寒 天 へ の 添加 物 の 影響 


チオ ゲ グリ コー ル 酸 ナトリウム と プ ブドウ 杭 添 加 の 影 
SS. ア ネ ロ ー ブ 寒 天 は 0.03 久 の チオ グリ ュー ル 酸 ナ ト 
リウ ム (以下 TG) を 含む が , 一 般 に チオ グリ ュ コール 
酸 塩 培地 で は 0.05 學 を 用 いて いる . そこ で 0.05% TG 
in TSA BEH) と , これ に ア ネ ロ ー プ 寒天 と 同 濃度 
(0.3%) IF EF VHS MAC He COLE, 
前 実験 と 同じ 方 法 で 3 回 反復 した. PSHE CO RAED 
合致 し た の は , 表 2 に は 省略 し た 非 産生 例 で ある No. 
8 と No.48 の 第 1 実験 , No.16 の 全 実 験 , No.56 の 第 
2, 3 実験 と , 表示 の うち No.4 の 第 3 実験 の 8 組 で 
あっ た . 残る 28 組 で は , No.4 の 第 1 実験 の み が B 
牙 地 で の 広域 作用 を 示し , 他 は すべ て C 培地 上 で の 
広域 , し か も 21 組 は C じ 培地 側 の み に 阻 止 現象 を 認め 
た . ここ で 緒言 に ぉ ふれ た 成績 考察 の 原則 か ら は 外れ る 
Py 表 1 と 2 は それ ぞ れ 5 また は 3 回 の 反復 結果 で あ 
る の で , 彼 験 株 の 産生 性 を 大 勢 と し て 判定 し 両 表 で の 
比較 を 行っ て みる . X10 TSA と 表 2 の 日 BH T 
産生 性 と い を る の は No. 4, 21 の 2 株 で あっ て , TG 
の 添加 で は 差 が な か っ た こと と な る . TRR-TIER 
と C Hut oni, 実験 を 通じ て 産生 性 を 示し 
た 株 と し て 比較 する と , 前 者 で No 4, 21 62, 71, 


Table 1. Chequer-board experiment on Tryptosoy and Anaerobe agar plates 


Indicators 
Producers Exp. Media a 
4 9. 8 16 21 48 56 62 71 75 79 93 
i TSA — + + + = + | + =- 
A = = + + + + = F | 
2 TSA — T + = F = = £ ik = = — 
A = + + E + = 
TSA — sk + + — = — £ > = + = 
NOt A ー + + + + 2ÀÀk 
4 TSA = + + + E — = + = + + = 
A = T + + + nis 中 = 
n TSA — T d a + = = zs + de = = 
3 A — + + |AEE MS M. 
No. 16 3 A + = = = 
1 TSA zs — = + + + + = 
A =e + = + = 
2 TSA + + = EE = 
A = = = + F a = = 
TSA so ME NE ME NI. 
No. 21 3 A = E m + 5 ES ー 時 2 ds 4 a 
4 TSA + + + = 
A + + + = 
5 TSA = = 土 + = + = 
A x — T + s + = 
1 A ーー 一 Xo o ーー ーー Xo o ーー — ーー mx ir o - 
3 A = = + + ー — = 
No. 56 1 TSA ote + 
1 A = a T 
2 A + + + EM 
No. 62 3 A ~ = ge + 
4 A — ~ + + ES ae 
5 A = = + + £ — 
1 A + E T + 
2 A = — + + + + 一 
No. 71 3 A + キキ + + + + >- 
4 A = — st zie + s 
5 A - = + = = t 
No. 75 1 A 2 3 + A a + + + + + + 
1 A an — + sp + + 
2 A = + + ats = + + 
No. 79 3 A + x T T = + op 
4 A = = + + 
5 A = = F ト — + — 


+, + : Growth inhibition to indicator strains. 
— : No growth inhibition to indicator strains. 


The cases of no inhibition to all indicators are omitted. 


Remarks are effective to the most of tables. 


9 


~ 


RESO 3 ^C ERIKS MAES S fln: 多 


H 


TU, 


る も の か , 糖 加 こよ る 培地 pH の 低下 が 指示 菌 
に 関係 し て いる の か を 明らか に 


OF Zu 半量 (0.1522) と 


と 5 株 で ある の に 対し て , 後者 で は No.57, 93 
の 3 株 も 加わ っ て 8 株 と な る . し か し C Reh で は 指 
& ら 
ビブ リオ ン ン に 

— 
する 必要 が 生じ た . 
= 0.3% プ ブドウ糖 加 TSACD 培地 ) と C XB 
し た 培地 と 


79, 


この 非 特典 的 と 思わ れる 現象 が 


[ts 


i, 翌日 E 培地 と B 培地 を 対比 し て o 

その 結果 を 表 3 と し た . TG の み を 含む B 培地 CH 
生 性 を 示し た の は No.4, 21 の 2 株 で あっ て , これ 
は 表 2 の 株 数 と -- 致 し て いた . ブドウ ッ 糖 0.3 OA 


添加 し た D 培地 で は , 


な か っ た No.16, No. 


ders し 


38 と 表示 株 の うち No.8 を 除く 9 株 は 産生 性 を 示し , 


これ は 表 2 の C 培地 で No.16 を 除く 1 株 に 


Kx 


誰 め た の よ り や や 少な い . 
実験 で は 指示 菌 の すべ て に , No.62, 


71 の 第 1 


の 第 1 実験 で は 指示 菌 の 大 多数 (9 1 株) 
これ は 表 20 


E DM 
D つ PI. 


産生 性 を 
D 培地 の 場合 No. 
93 
に 阻止 が 
3 回 の 実験 と は いい な が か がら 


A A pe 
mee em 


75, 


Ei. 
場合 


全 指示 菌 阻止 13 件 , 大 多数 の 指示 菌 阻止 が 11 件 で あっ 


た の より 


存 に よ 


と ころ か が 


BEP) 


低 頻 度 で ある . 
れる 現象 は ブドウ 糖 単 


て 増強 され る こ 


この 所 見 は , 非 特異 的 と み ら 
独 加 で も 現われ る が , TG OK 
と を 示す も の で ある 


ブドウ 糖 を 半量 と し TG を 含有 する EE 一 


Table 2. Seeger ~board Peet on LSHppieHieuee TSA e ) 


Prod. Exp. Med. j Pens 
i B - + キー ー ー + + > 4+ = 
C ーー + ー + + + = 
| B ー + キ ーー キー + キー キー 
ToS : C + キ キ キ + + キ + + + + + 
" B ー + + : + = 
C ー キ キ ニー ーー FH + キー オー 
No. 5 all c + キ tf + キ キト + + + キ + oc 
No. 8 2 C + キ キ キ ーー キキ キキ キー 
l 3 C + + キ + キ + + + + + + + 
i B ~ +=- = キー + キー オー 
C ーー + キー キー キキ キキ エー 
| B ー ++ ーー キー + - ~ = - 
EE : C + キ キキ キキ + キ + + + - 
8 B ーー キ ーー キー キー - + - 
C + + 4 ト + + + = 
2 C ーー + キー ーー + — + ーー = 
NO 3 C -—— o キ g 
No. 56 1 C ee ee 
1 C + キ キオ co cock o cb + + +H oc 
No. 62 2 E Boo キー キ FH + kB HH 
3 C C. te ce qup ndo. GS. ah Suy E 
1 C + + + + + + + 一 
No. 71 2 C + + + oc + + + + oc 
3 C + + ttt + 一 + キ + + 一 
1 C ーー + + + + 4 + 
No. 75 2 C | E + + キ + + + + 
3 C + + + + + + + + + 4 
1 C + + + + ト + キ + + - 
No. 79 2 C + + + + + + ck + + + + + 
3 E + + + + c ー + + + + 一 
No. 93 all C | Ae ce Me Sete 


E 


Media B : TSA + 0. 05% Na- thioglycollate, 
C : Medium B + 0.3% glucose. 
Patterns 


E 


: The same arrangement as Table 1 (This is effective to the most of tables). 
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地 で 産生 性 を 示し た の は No.4, 8, 21, 62 の 4 株 で 
あり , 前 表 C 培地 の 場合 11 株 で あっ た の より 少な 
く , さら に 広域 陽 止 現象 も 全く み ら れ な か っ た . この 
結果 は ブドウ 糖 濃度 が この よう な 非 特異 的 現象 の 発現 
に 関 石 し て いる こと を 示し て いる . 第 2 実験 の 成績 に 
より , 培地 を 評価 し て みる と , 表示 し な か っ た No. 
16 と No.48, 表示 株 の うち No.5,56,71, 75, 79, 93 
で は 両 塔 地 と も に 陰性 で 比較 の 対象 に は な ら な い . f 
る 4 株 の うち No. 4 は ほぼ ほ 同 程度 で ある が , No.21 に 
は E KB で の や や 広域 作用 の 傾向 か が あり, No. 8, 
6211 E 培地 の み で 産生 性 を 示し て いる . これ は TG 
加 TSA に 対す る 0.15 ダ ブドウ 糖 迫 加 の 有効 性 を 示す 
も の で ある . し か し 0.3 ブドウ糖 加 の 場合 TG の 
有無 に か か わら ず , 培地 の pH に よる 指示 菌 発育 阻 
止 が 加味 され て いる も の と 思わ れ た -. 

培地 pH の 検討 : 以上 の 実験 で は , 添加 物 を 単に 既 
製 塔 地 に 加え た まま 使用 し た の で , その pH [t7.0~ 
7.4 の 範囲 し あっ た . そこ て で 培地 調製 時 の pH を 高め 
る こと に よっ て , 糖分 解 に ょ る 酸性 化 が 指示 菌 の 発育 
に 及ぼ す 影 響 を 軽減 で きる か 否 か を 試験 し た . す な わ 
ち 表 3 と 同じ 培地 を , 調製 時 に 水 酸 化 ナ トリ ウム 水浴 
液 で pH を 8.0 と し て 12 株 の 交叉 試験 を 行っ た . 表 4 


に 示し た よう に , Bilel E 培地 で は No.4, 21 に 
陽性 結果 が み ら れ , その 作用 域 も 表 3 の 成績 と 特に 異 
な る も の で は な か っ た . し か し D Scr 予想 に 反 

LT, 表示 の うち No.4, 5’, 21 を 除く 6 株 に 既 述 の 
非 特異 現象 が 現われ , し か も これ は 表 3 で 4 株 で あっ 
た の より 多く 理解 に 苦し むせ も の で あっ た . 

既 述 の よう に , 0.3 刀 に ブドウ 糖 を 含有 する TG 加 
TSA で は 非 特異 現象 が みみ られ た が G2), FF 
ウゥ 糖 量 を 半減 させ る と その 消失 を みた #3) そこ 
で ブドウ 精 量 を 0.25 を と し た TG Jn TSA を 水 酸 化 
ナトリウム 水落 液 で pH8.0 と し た 下 培 地 と ア ネ ョ ー 
プ 寒 天 を 対比 きせ た 実験 を 行っ て みた . 表 5 に 第 1 
実験 と し て 示し た よう に , この 糖 濃度 で も 表示 株 の 9? 
ちや は り No.4, 21 を 除く すべ て に 非 特 異 現象 が み ら 
れ , ブ ド ッ 糖 量 0.15 め で あっ た 表 4 の モモ 培地 と 比較 
し て 対照 的 で あっ た . 

緩衝 液 の 利用 価値 検討 : 以上 の 実験 で で プリ オン シン 
現象 の 観察 に 培地 の pH が 関与 する こと は 朋 ら か と 
な っ た の で , 培地 調製 に 0.05M リン 酸 緩 衝 液 (以下 
PB) の 利用 を 試み た . 表 5 に 第 2 実験 と し て 結果 を 
示 し た の が , 第 1 実験 に 引き 続い て 行っ た PB 導入 
の 初 実験 で ある . これ は 0.3 に ブドウ糖 も 含む TG 


Table 3. Chequer-board experiment on supplemented TSA (1) 
Prod. Exp. Med. Patterns 
à D ー + + ーー + ーー + + + + - 
No. 4 E + キー ーー ーー + + + + 
2 E ~ + + ーー ~~ + + + 
B ー 44+ ー - + + Eom 
No. 5' 1 D oo ee ee ee ae ee E 
No. 8 2 E ae uem. CeEs WE one 
1 D 人 
No. 21 E xus e ee 5 
; E ID 
B IS 1 x 1 1 1 m x oe 学 
No. 56 1 D と 
i D +++ + + + ーー + + - + 
No. 71 1 D due nir i ee a oit 
No. 75 1 D ++ 二 二 キオ 一 teeter 
No. 79 1 D ibo E GAs Sa te Ae. ead ae Se, zen ed Uh 
No. 93 1 D + + |: eom ok m 


Media B: TSA + 0.05% Na-thioglycollate, 


D: TSA + 0.3% glucose, 
E : Medium B + 0.15% glucose. 


ju TSA を pH 7.60 PB で 浴 解 調製 し た C’ 培 
と ア ネ ロ ー グ 寒天 と の 対比 実験 で ある . 


あっ た が No. 4 で は 完全 に 一 致し て いた . 
らら ブドウ糖 が 0.3% CH Th EO FISH CAE BR 


現象 が 消失 し た も の と 考え られ た . 


C' 培地 で ビ 
ブリ オン シン 現象 を 示し た の は No. 4, 210 2 RTA 


D, ア ネ ロ ー プ 寒天 と の 間 に No.21 で は 阻 引 域 の 差 が 


この 結果 か 


し 2 回 の 実験 を 行っ た - 
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そこ で 同じ 組成 の 境地 を pH7.0 と 8.0 の PB で 調製 


その 結果 ビブ リオ ン ン 現象 を 


示し た の は 表 6 に 掲げ た No. 4, 21 に 限ら れ て いた . 
この 表 に よる と , No.21 の 第 1 実験 を 除い て は pH8.0 
で それ ぞ れ 1 指示 菌 に 対す る 耳目 が 加わ っ て いる が か, 
この 程度 で は pH に よる 差 が ある と は いる ない. 今 
回 と 同じ 組成 で ある 表 2 の C 培 地 で , 非 特異 現象 が 多 


Table 4. Chequer-board experiment on the same media as 


Table 3 at pH 8.0 


Prod. Med. Patterns 
B Fox | + ーー + = 
No. 4 D 4 
E — + キー ーー = - ~~ + - 
No. 5’ D | | 4 
No. 8 D E et + + + t+ + + + t 
B A A NC か m E x 
No. 21 D p. Ce. ee. fats = ae 
E = So ee i 3p s 
No. 48 D of oc jv. ud +f Ff 一 
No. 62 D + +t ++ + o— + キキ + + - 
No. 71 D キキ + + + + + 4 ! + 
No. 75 D a a A pod g | | 
No. 79 D E MU rok + + + + + 
The pH of media were adjusted by NaOH saion 
Table 5. Chequer-board experiment on different media 
Prod. Exp Med. Patterns 
; F ! | | 
M ud A Le 
j A ー + + | + + + - 
e ー + 4 | + + 4 + 
No. 8 1 F - I cx 
1 F + TETEE 
No. 21 A mE E eom 
2 A sea’ a) a 
2 e ト + + 一 
No. 48 1 F ake, “Alp - el 8 | | 
No. 62 1 F ses XE | } } se 
No. 71 1 A | | + 
No. 75 1 F + jb ee Fa Wiss Bs, ae 
No. 79 1 + + 中 | 


"Media A : Anaerobe agar, 


pH 


F : Medium B + 0.25% glucose adjusted to pH 8.0 by NaOH solution, 
C’ : Medium B + 0.3% glucose in 0.05M phosphate buffer (pH 7.6). 
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発し て いた の に 対し て , 今回 皆無 で あっ た こと は PB 
の 利用 を 支持 する も の で ある . 


Il. ポリ ペ プ ト ン 寒 天 を 基礎 と し た 培地 の 検討 

トリ プ ト ソ ゾ ソイ 寒天 , ア ネ ロ ー プ 寒天 と の 比較 : 比較 
的 単純 な 組成 の 基礎 培地 と し て ボリ ベ プ トン 寒天 C 
F PA) を 検討 する こと に し , The- 寒天 と 
TSA, つい で TSA と PA, PA と ア ネ ロ ー プ 寒天 
と 対比 させ た 3 組 の 実験 を 日 を 変え て 実施 し た . この 
際 い ずれ の 培地 も pH7.6 の PB で 調製 し , や は り 12 
株 を 交叉 的 に 使用 し た . その 結果 産生 性 を 示し た の は 
表 7 に 示す 4 株 で あっ た が , 比較 で きる の は No.75 を 
除く 3 株 で ある . この 実験 の 主 目 的 で あっ た PA の 
成績 を みる と , No.4 の 第 2, 3 実験 , No.21 と 56 の 
第 3 実験 で は 対照 培地 に 比 し て PA 上 で の 広域 作用 


を 認め , さら に No.56 の 第 2 実験 で は 両 成績 が 一 致し 
て いた . これ に 反する の は No.21 の 第 2 実験 の み で あ 
0, し か も これ で は 1 指示 菌 に 対す る 土 と ー の 差 で 
あっ た . こ れ ら の 所 見 は , 供 試 3 培地 の うち 最も 組成 の 
簡単 た PA が , バク テリ オン シン の 研究 に 常用 きれ る 
TSA に 劣ら ちな いこ と を 示し た も の で ある . 

ポリ ペ プ ト ン 寒 天 へ の 添加 物 の 影響 : TSA へ の df 
加 物 検討 の 経過 を 参考 に し て , ます 0.05 TG OF 
無 と ブドウ 糖 添加 量 と の 関係 を 検討 した. 特に 表 7 の 
成績 を 参考 に 産生 株 と し て No. 4, 21, 56 を 選び , JE 
産生 株 と し て No.79 を 加え た 4 株 を 産生 面 に 利用 , 指 
示 菌 は 12 株 すべ て を 用 いて 同一 日 に 実験 を 行っ た . そ 
の 結果 非 産 生 対 照 株 No.79 の ほか に No.56 も 非 産生 を 
示し た の で , 残る No.4, 21 で の 成績 を 表 8 に 示し 
Jj. これ に よる と No.4 の 場合 TG な し で は 第 2, 


Table 6. Chequer-board experiment on TSA containing 0.05% thioglycollate 
and 0.3% glucose in 0.05M phosphate buffer 
Prod. Exp. pH Patterns 
1 7.9 1 cp Wate “dae tem 
Mes i 8.0 + + ーー キーー + + ー 
, 7.0 ——MÀ— — 
8.0 + + ee Se eo 
1 7.0 ー 一 一 — ーー 一 — + ok 十 一 
2 7.0 x 68e 
8.0 + + 一 
Table 7. Chequer-board experiment on different media disolved in 0.05M 
phosphate buffer (pH 7.6) 
Prod. Exp. Med. Patterns 
i A ー + 4-4-4 -4+ + 一 
TSA + キ ーー キー キキ ーー キオ ー 
TSA ge: E + Se + 一 
rae dE P A + + キー ーー + + $F + - 
à P A + ェ キー > > - + キー tto- 
+ + 一 
i A | + ーー + = 
TSA 和平 、 ee oe 
TSA se Ge ee see eel 
: P A + ーー + ー 
A -— | 
, TSA エキ エキ ー キ ーー ニー ニー = 
No. 56 P A SE. GER as Xm cs 
3 P A aie dee me cfc ake 
No. 75 1 A eas a aes ey wm cu 


A : Anaerobe agar, 


TSA : Tryptosoy agar, 


PA : Polypepton agar. 


4, 6 指示 菌 
あり , TG 


で , 第 6 指 


Z. No.21 で 
0.5% 以上 
上 で 発現 と 


生 ビ ブ リオ 
are 


いる 。 Se 


多糖 加 で 非 特典 現象 かみ ら れ た . 
ドウ 糖 量 を 0.5 と 


ユー 


HI. 


次 に 基礎 塔 地 で ある PA, 


fAIhO.15%, 第 8jEDRER CO.322 以上 に B 
この 所 見 は PA 


ドウ BEDS i 


it LCBO .3% LAL TIER Sem 
a i CL C0. 1526 EA k 
示 菌 で は 無 糖 の 場合 に も 阻止 が みみ られ て い 

は TG な し で は 第 2, 3, 4 指示 菌 に 
- で 発 直し , SHR CUAL < 0.5% LÀ 
みて よい の に 対し て , TG 加 で は 第 3 指示 
IED. 
に 対す る TEV の 添加 の み で も 産 
シン の 作用 域 拡 大 が み ら れ , TG 存在 下 で 
より 低 濃度 で も 拡大 が か 起 る こと を 示 
こ No.21 の 場合 TG の 有無 に か か わら ず 1.0 
実験 結果 か ら プ 


と し て 以後 の 実験 に 移る こと 


T 


これ に TG #0.05% ま 


た は プ ブドウ糖 を 0.5 多 加え た 2 種 , 両者 を 添加 vis 

と 4 種 の 培地 を それ ぞ れ pH 6.0, 7.0, 8.000 PB 
で 調製 し , 前 実験 と 同じ 4 産生 株 で の 比較 を 実施 し 
た . まず PA と TG 加 培 地 を 並行 , 翌日 プ ド ッ 糖 加 
と 両者 添加 の 場合 に つい て 実験 し た . 今回 は No.79 の 
み が す べ て に 非 産生 を 示し た の で これ を 省略 , 残る 3 


株 に つい て 
ウゥ 糖 添加 の 


ず , PEE 
の ブドウ 糖 添加 に 支隊 が な いこ と が わか っ た . 


の 成績 を 掲げ た の が 表 9 で ある . まず ブ ト 
実験 成績 を 通 覧 する と 非 特異 雪 象 は み ら れ 
更 用 する 限り 前 実験 の 結果 定め た 0.5 76 
OU で 


Table 8. 


pH の 差 と し て 成績 に 検討 を 加え る と 
TG 加 で は と も に No.4 の 第 8 JERE, 
は No.56 の 第 11 指 示 菌 。 両 成分 加 
ON 
この 程度 pH に よっ て 
に まで は 影響 が 及ば な いと いえ る 


で (は 
"C 


fue 


そこ 


ドウ 
で No.56 の 第 2 ff 
られ る の み で あっ 
但 止 へ ター ン の 大 勢 
CZ F 7 TRUS 


PA Make 


BEIC 


Baa Qd iE 


AR Yee RAGE 
Ron s * こ と が わか る . 
な たる 成績 の 比較 で ある の で 原則 か ら 外 れる が 
NN 0 
域 拡 大 を 支持 する 所 見 で あ 


と と 


時 に PB を 利用 
pecie 
pH 7.6 で の 試験 を 行う こと 
試す る こと に 


VIN 


と し 同時 に 


ン 寒 天 を pH 6.6 と 7 
り 産 生 側 に 4 株 を 用 いて 比較 を 行っ た . 
0 に み ら れ る よ 
0, JEENE L TONo 
で 非 特異 現象 を 示し た . No. 4 は 全く 一 
し か も これ が 前 実験 の ハタ ー ン と ほほ 同じ 
No.21 は ほ 既 述 の No.79 と と も に 


2, 
PABHIL ORBEA AL, pHT.6 で ! 


Effect of Na- Enis yeoliate and EEAIPOSR to popes agar 


Prod. T 


Eeo 


no 


し , 無 糖 の 場合 の それ と 比較 す 
これ は ze H 


2. 
前 実験 


Sica 
Ste MA ょ ビブ リオ ン ン 現象 観察 用 比 地 調製 
と を 支持 する . そこ 
ZH pH を 考え 合せ て , 
pH 6.6 
ブドウ 橋 を 0.5% 含む TG 加 ポ ボリ 
.6 の PB で 調製 し や は 
その 結果 は 表 
よう で , 表 8 と 同じ く No.56 が 非 産生 の 
.79 が pH 6.6 


致し た 成績 で 


で PB 


を OF 


Ke d ~> た 
pH 6.6 で 全 指 ホ 
ょ 前 実験 と 同じ ハタ ー 


—- hs is 2 os ct Foe 
o cor co 

SN 

ペン 

| | 


O o0! C2 rnm 
| 


1 
l 


+ 
bebe | 


++ 


| 


| 


++i ++ 
は は は け | 
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FON 
SN 
ペン 


or 


て で つ の 1 CO テー 


No. 21 


ils + zu 4 es 
t 
| 
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++ 


に 


に mm らら らら —-oooo 
C の 1 て ウト へ の 
SN 


Ta 0.05% Na-thioglycollate. 
Nos. 


56 and 79 were negative in the 
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HH E H H 
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all cases. 
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ン で あっ た . この 成績 は pH 7.6 と し た PB の 使用 を 
支持 する と と も に , PB の 使用 に よっ て も , 少な く と 
も pH 6.6 で は 非 特異 現象 を 示す 場合 が か ある こと を 示 
し た も の で ある . 

ここ に 至っ て 本 論文 使用 菩 地 の 項 に 既に その 調製 法 
を 記し た ビブ リオ シン 用 べ プ トン 寒天 が 設定 され た 


Table 9. Effect of 0.05M phosphate buffer to simple or supplemented pepton agar 


WV. 培養 温度 と 時 間 の 検討 

産生 時 培養 温度 の 比較 : Gillies and Govan (1969) 
は , 緑 臓 菌 の 自己 消化 と に よる と み ら れ る 産生 ピオ シン 
の 不 活 化 現象 を 防ぐ た め , ピオ シン ン 産生 時 の 培養 温度 
32° と し て いる . コレラ 菌 の 場合 に も この 点 を 検 
討 す る た め , 産生 時 の 培養 温度 を 30"C と 37"C に し て 
比較 し た . ビブ リオ シン 用 ペ プ ト ン 寒 天上 で 常用 12 株 


Patterns 


Prod. Media pH 
6 cce CEE (eme em Bi oS ee 
PA 5 = SE x 
8 -~+4+--+ - 4 4 -— 
6 ー + + + ー -= 
PA+T 7 ese de A mee AE xc use BE Ae = 
No. 4 8 zd 幸 < 雪 yee ee a 
6 ー ++ 一 ーー キー キナ ++ + ー 
PA+G 7 ー + + + 4 4 一 
8 + + — +--+ + + 
6 eee ee 
PA+TG 7 "1-21 ee ee SE 
8 ー キ キ 一 一 キ 一 + + HF HF ー 
PA 6, 7, 8 Se, Es ie See SS 
6 + + + ーー ー 
PA+T 7 — uiis pur Quel, eph Lien 
No. 21 à gf ma! Roger. deeces. ws 
aic 6 bw cpm depo SED. cm 
pue 7, 8 a o 
+ 6 + + + 4 - 
PARTE 2*7 PEE NC DNE 
PA 6, 7, 8 — + + © 
PA+T 6, 7, 8 = cp cB 
No. 56 6 E 4 ccc 
PA+G 7 ee ee S S s 
8 Jody xe See cde. decade d Pt 
6, 7 ee ee ee ee Fee eem 
PA+TG 8 o Seles seth tres, Maie fo tay Lie M 
PA : Pepton agar, T : 0.05% Na-thioglycollate, G : 0.5% glucose. 
No. 79 was negative in all conditions. 
Table 10. Effect of pH to the pepton agar containing 0.0525 thioglycollate 
and 0.5% glucose in phosphate buffer 
Prod. pH Patterns 
6.6 012 1231.51 1 al 
nee 7.6 Seip 1 s 
6.6 + キ + cb dodo tt + ob oc 
No. 21 7.6 cbr ides SEES 
E 6.8 WT XA Oe ee d 


No. 56 was negative in all. 


の 完全 交叉 試験 と し て , 両 温度 同時 に 5 回 の 実験 を 反 
復 し た . 産生 性 を 示し た の は No. 4, 21 の 2 株 で あっ 
KOC, その 成績 を 実験 日 ご と に 示し た の が 表 11 で 
HS. 両 温度 で の 阻止 域 が 一 致し て いた の は , No.21 
の 成績 の うち 第 4 実験 を 除く 4 回 の 実験 で ある . 残る 
9 ち No.4 の 第 4, 5 実験 で は 30?C 側 で , & 

っ に 残る 4 組 で は 37?C 側 で 阻止 城 が 広い が , — .37?C 
側 で の 広域 は ほとん ど が 1 指示 菌 に 対す る 差 で ある の 
に 対し て , 30?C 側 で の 広域 は 2 組 と も 同じ 3 指示 菌 
へ の 追加 と な っ て いる . し か し 全 成 績 を 総合 する と 特 


に 温度 に よる 差 は な か っ た と いう ほか は ない . 
産生 時 間 の 比較 : 産生 菌 側 こ は これ まで の 実験 結果 


を 参考 に 選ん だ No. 4, 5’, 8, 21, 71, 93 の 6 株 を 
用 い , 37°C で 12, 18, 24, 30, 48 時 間 培 養 (第 1 実 
験 ) , 同 18, 24, 48 時 間 (第 2 実験 ) , 30°C 18,24, 
30, 48 時 間 (第 3, 4 実験 ) と 各 実 験 は 日 を 変え て 実 
施 し , NU UA M MAU 
験 12 時 間 培 養 で は 菌 発育 が 不 充分 な も の が 多く , Bib 
c us are on 
7 

表 12 は 37?C 培養 で 得 た 成績 を 示し た . No.5’, 
8, 71, 93 の 第 2 実験 は いずれ も 第 1 実験 と 比較 する 
と その 成績 の 一 部 が 再現 さき され た と も み ら れ る . また 
No.21 の 第 1 実験 は 本 表 中 最も 不一致 部 分 が 多く , 第 
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3, 10, 1 指示 菌 に 対し て それ が 認め られ る が , 第 2 
実験 を 参照 する と 第 3 指示 菌 に 対す る 1 回 の 阻止 は 特 
に 理解 に 難し むものである . そこ で これ ら 5 組 の 成績 
を 除外 し て 比較 し て みる . 残る 成績 の うち 第 1 実験 


No. 8, 93, 第 2 実験 の No. 4 は 経過 を 通じ て 変化 が 
な く , 第 1 実験 の No. 4, 5’, 71, 第 2 実験 の No.21 
Ch, 一 部 の 指示 菌 に つい て は 不一致 が ある も の の 大 


勢 と し て は 差 が な い . 

ー- 方 30°C の 成績 を 示 し た 表 13 を 通 覧 する と , No. 
5’, 8, 71, 930 A 株 で は ほとん と が 不鮮明 な 阻止 で 
あり , し か も No.8 の 第 3 実験 を 除い て は 感受 性 を が 
し た 指示 菌 が 異な る 場合 が 多かっ た . Fx CHAR 
の 経過 を 追っ て 成績 を 考察 で きる の は No. 4, 2102 
株 と な る . No. 4 で は 2 回 の 実験 を 通じ て 堪 底 時間 に 
ょ よる 差 は 全く な か っ た . No.21 で は 第 3 RR CHAR 
間 に ょ る 阻 目 域 の 拡大 を 思わ せる 部 分 も ある が , 第 4 
実験 で は 18, 24, 48 時 間 に 4 指示 菌 を 阻止 し て いる の 
T, 境 養 時 間 に こよ ょ る 差 が ある と も いえ る ない . 

結局 両 温度 を 通じ て 18 時 間 培 養 で まず 充分 な 阻止 発 
Bs Lbr, MERHER LT o fRA CT A BH 
止 城 に は 著 明 な 変化 は な か っ た と いえ る 

温度 別に よる 再現 性 の 比較 : Co CHAE LO 
No.4, 8, 21, 71 の 4 株 を 用 い , これ を 同時 に それ 
ぞ れ 6 枚 の ビブ リオ シン 用 べ プ トン 寒天 に 塗 抹 , 3 枚 


Table 11. Influence of incubative temperature to chequer-board experiment 
Prod. E 1 Temp. Patterns 

à 37 + + + キ = 
30 ats qo e 

5 37 + + 4 + 
i 30 キィ オー = 
37 + キー + + + - + 
No. 4 3 30 3 c + 4 — ーー 
4 37 fe que sa vk 
30 + + | + + + 
37 p beu us 
: 30 do dp. sse he eee es obe nS Gb m 

1 both Po dg ES em 
9 37 ipo. Ub uM SE < 
* 30 + + + + = 
, | 37 Ee eee SS ee He SEED Sut E 
No. 21 ) 20 p B x. db 
n 37 Se ake’, “ae ae 
i 30 + E- + 
5 both 1 spe e 

Medi unt A 1% DOEN. 1% NaCl, ES 5% glucasë, "m 05% Na- thioglycollate, 


1.4% agar in 0.05M phosphate buffer (pH 7.6). 
This medium was applied to further experiment. 
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Table 12. Effect of the incubative period at 37?C 


Prod. Exp. Hours Patterns 
18 ー ++ ーー + ーー + + + 4 
T 24 ー + + + + + 
No. 4 30 ー ++ - 一 + 一 + + F+ 一 
48 ー ++ 一 一 一 一 圭二 + + 
2 all SX a ee, Be, tee MEN XN AE 
18 ーー キー ー = 
24 ーー キ ーー ーー キーー - 
No. 5' 30 っ 
48 | dto ier in to 
2 24 —— キ —-—---auc- 
No. 8 1 all X AE E Se ee E 
2 24 + ーー = 
18 A ee 
1 24 xS MELLE M 1 ÉL us 
30 Bl e ^ dccem 
No. 21 48 Lut siccus ueks Qs ume TS LEA eR ue 
18 RM M XN E. 
2 24 "rc 
48 ーー ーー > > - + + + + 
18 ー 一 Bes eme uem em 
No. 71 1 24 PR ade e er, e 
30, 48 — 
, 24 E! fut ie ee, den ces ef coe 
48 = D aos, eer = 
No. 93 1 all OY om pra One a edie: Hee Mdb See 
2 24, 48 GÀ ne Gs. ee See vis ee te, us 
Table 13. Effect of the incubative period at 30°C 
Prod. Exp. Hours Patterns 
Se i 3 all ー ++ >> > ーー + + + + 
4 all Boe. A SS vence ode. a SE 
5 30 ーー ーー ーー ー + ー 一 
No. 5? 48 ー 一 一 + 
4 18 ー — + =n xs 
18 ーー +--+ 
3 24 = ー £o occ 
No. 8 30 ce et ek wa, OY een xo gels ER E. dem 
4 18 té 4B db wu ede Gur tuo c3] did qx dei 
18 Ew Mee dun dme due dee ac. ien dne DE 
3 24 P -* E: 
30 cx. ER, Pi uei ceu Ie ee. ee e T 
No. 21 48 + + + m 
18, 24 NE M MEL NEIN I MA 
4 30 S dec sate 
48 = t+ tt 
18 a Es 
No. 71 3 24 Eus el mum a SS 
30 Sr GE E ie ait ley RS ES EN OE oe 
24 Er BS ux ed : 
No. 93 3 30 eee "X czb dE. neo sc 


| HE 


ずつ を 37?C と 30°C ICSE L, 産生 され た と 


ブリ オシ ン が 指示 菌 12 株 の 発育 を 
観察 し た . 菌株 別 , 温度 別 
た の が 表 14 で ある . 
られ だ た の は 37"C 培養 に 限ら れ , 
れ 第 2, 8 指示 菌 に 対す る 部 分 

°C 培養 で 大勢 と し て 4 指示 菌 に 
し て 30°C で これ を 認め な い の は 
の 見 方 も 生じ る が , その 部 分 が 
と も あっ て 確 言 は で き な い . 


人 


aay 
i=} 


fray 


Af 


鮮明 な 阻止 の 発現 が 30°C で は 1 か 


a 
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37?C で は 9 か 所 に 達し て いた 
C, 30°C OAD RH 
で は な いか と 考え られ た . そこ 


ic. 


E と 鮮明 度 に 富 


No. 4, 
> で あっ た . 


温 


これ ら を 総合 ri 


阻止 する パター ン を 
別に 各 平 板 上 で の 成績 を し 
同時 に 実施 し た 3 枚 の 間 に 差 が み 
21 で それ ぞ 
No.21 の 37 
用 し て いる の に 対 
に よる 広域 化 と 
明 な 阻止 で ある こ 
また 本 実験 全体 と し て 不 
所 で ある の に 2 
nic 
で 以後 の 実験 に は 


lo 
~ 


V. 実用 試験 

ビブ リオ シン 用 べ プ トン 寒天 の 実用 性 を 検討 する 目 
的 で , 供 試 コ レラ 菌 120 株 の 30?C 18 時 間 Hae に よる 
ビブ リオ ン ン 産生 性 を 調べ た . 指示 菌 に は これ まで と 
la じ 12 株 を 用 い 約 12 H fis c 3 回 の 実験 を 行っ た . 
実験 結果 の 記録 に 際 し て は 阻止 の 有無 を 判定 する の が 
困難 な 場合 が あり , 初回 は その 一 部 を 再 実験 し た が , 
再び 同様 の 態度 を 志す こと が 多かっ た の で 以後 は その 
まま 記録 に " ip 

供 試 120 株 が 各 指 示 菌 に 対し て 示し た 3 回 の 成績 を 
な NEC) は グリ オン 有人 を みな し 


pu 


e 同じ 態度 を し た 株 数 と し て 家 15 に 示 
表 中 その 他 の 欄 は -OMXUREMU, 2 また は 


SEEM ER LC HERRON 


30°C fete を 採用 する こと に し た 指示 菌 に ょ っ て 差 が あり , 特に No.5’, 16, 21, 48 
Table 14. Reproducibility-test using 3 plates on the same day 
Prod. Temp Patterns 
-~£+4--->->4 ++ - 
37 | + ト + + = 
No. 4 Ec LY Wie Wad ee Se ere oe 
——————— + 4+ ーー 
30 I 20 DA 
ー y+ キ ---=— 44+ 4+- 
n CIS g Bak ie ves 
37 de ees xp ae ow 
No. 21 E LM c LL qu 
E12 113. 0 M. 
30 S de c MINE E 
+ + + = 
Nos. 8 and 71 were negative in all. 
Table 15. Frequency of the inhibition patterns for each indicator observed by 
plod test B 120 producers 
da 
Patterns = f= qe pq SS 
4 5! 8 16 21 48 36 62 ra 75 79 93 
+ + + 0 7 20 15 0 8 0 24 11 7 11 0 
du + = 0 2 6 2 0 4 0 13 2 1 3 0 
ate = + 0 0 8 2 0 2 0 8 1 0 1 0 
= E ah 0 1 3 18 0 4 0 15 2 o 1 1 
+ eg = 0 0 16 4 () 3 0 13 5 7 4 0 
= + = 0 4 4 6 1 0 1 22 J: 4 3 2 
= — d 1 1 10 5 1 3 l 4 4 0 4 1 
= = = 117 84 44 37 83 48 113 19 87 88 88 115 
cd 2 9 31 35 48 8 5 1 


21 


E 


E i, Onclassthable: to che, OSSA Pece of denha PER 
Producers were incubated at 30°C for 18 hours on the same medium as Table 11. 
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は 高 率 (17.5~40.0%) で あっ て , この 4 株 は 指示 
と し て 不適 当 と 考え た . 一 方 No.4, 56, 93 の 3 
が 困 は 極め て 低 感 受 性 で あっ て , FREE UT MAY 
価値 は 認め られ な い . 

そこ で 上 記 7 株 に 対す る 成績 を 除外 し , 3 回 また は 
2 回 一 致し た 成績 を 被験 株 の 各 指示 菌 に 対す る 態度 と 
みな し た . その 際 表 16 に 示す ょ うな , 判定 困難 の 記録 
が 残り この 4 株 を 型 別 不能 と 整理 し た . 
残る 116 株 を , 5 指示 菌 に 対す る 阻止 ター ン 別 
Z, それ ぞ れ の 所 属 株 数 と し て 示し た の が 表 17 CH 
る . 型 別 で きた 116 株 の うち ビブ リオ シン 非 産生 が 52 
株 あり , 残る 64 株 が 表示 の よう に 全 指 示 菌 阻止 , 3 種 
の 4 指示 菌 阻止 , 3 種 の 3 指示 菌 阻止 , 1 種 の 2 指示 
HBE è 2 種 の 1 指示 菌 阻止 に わか れ , 全体 と し て 非 
産生 を 含め た 11 種 の ビブ プリ オン シン 型 に わけ られ た . し 
DL, 4 また は 3 指示 菌 則 止 を 示す 7 株 は , 2 株 が 所 
属す る パタ ー ン を 除い て は 各 パ ター ン 1 株 で ある の 


BR od 


ZW 


= 


Table 16. Unclassifiable patterns observed 
in the triplicated test of 120 


producers 
Indicators 
Str. 3 - ーー 
8 62 71 75 79 
32 XXX + XX -X— 
33 XXX X+ X 
35 XXX -+ = X 
95 XX— +X+ 一 一 一 XXX -X- 


X : Doubtful result. 


Table 17. Inhibition patterns to 5 indicators 
observed by triplicated test of 116 
producers 


Indicators 
No. of 


8 62 7] 75 yọ ~~ Strains 


+ + + + + 10 
+ + + o 4 2 
+ + è = + c 1 
+ = + + + 1 
+ + ーーー 1 
+ ーー + ーー + 1 
ー + + + = 1 
+ + = = 15 
+ 5 
— + = = = 27 
- = = ーー -— 52 


T, EDR 4 — vd eA LIE br 
gi. 


考 E 


ビブ リオ ン ン 現象 を 観察 中 , その 現象 発現 に 充分 な 
再現 性 が 認め られ な いと と を 経験 し , その 解決 の 一 方 
向 と し て 使用 培地 を 取り 上 げ , 主として 組成 に つき 検 
討 し た の が 本 研究 で ある . 培地 設定 に 至る 経過 で 行っ 
た 実験 と , その 成績 評価 に 関し て は すでに 記述 し た - 
ここ で は その 間 に 観 察し た 全 指 示 菌 また は 大 多数 の 指 
示 菌 を 阻止 する 現象 に つい て , 原因 究明 を 目的 と し た 
実験 を 特に 行っ て は いな い が , 表示 成績 の 範囲 で 考察 
を 加え る . 本 研究 で は , 1 産生 株 を 2 枚 の 寒天 平板 に 
前 培養 し , 指示 菌 は その 1 枚 ず つ に 表示 の 第 1 一 6, 
7 112 指示 菌 を 塗 抹 し た . その 成績 記録 の うち 各 平 板 
に お いて 全 株 また は 5 株 が 阻止 され た 場合 を これ に 該 
当 す る も の と し て 整理 する . 指示 菌 別 に みる と 全く 該 
当 す る 平板 が な か っ た No.16 と 56 を 除い て , #2~ 
5 に 示 し た 成績 の うち 指示 菌 No.4 で 2 枚 , 9’: 8, 
8: 7, 21: 3, 48: 4, 62: 8, 71: 9, 75: 10, 
79: 9, IEmE93SCBU EAT S. 12 株 の 交叉 実験 
に 際 し て 常に 産生 性 を 示し た 指示 菌 No.4 と 21 で 
は それ ぞ れ 2, 3 枚 と 少な い の に 対し て , 必ず し ゃ 阻 
止 現象 を 示さ な か っ た 他 の 株 に 多発 する 傾向 が 認め ら 
れる . この 傾向 は 本 文中 で 既に 非 特異 現象 と 表現 し た 
こと に 対し て 支持 を 与え る も の と 考え る . 基礎 培地 と 
し て ボリ ベ ペ プ ト ン 寒 天 を 用 いる まで の 成績 の うち (〈 表 1 
この, ブドウ 糖 を 含ま な いも の を みる と , TSA ( 表 1, 
7) と TG 加 TSA ( 表 2, 3, 4) で は 全く 非 特異 現 
象 の 発現 は 認め られ な い . 一 方 ブドウ 糖 含有 菩 地 の 場 
合 , アテ ネロ ー プ 寒天 ( 表 1, 5, 7) で は 表 1 に 限っ 
て 延 120 平 板 の う らち 4 枚 が 該当 し (4 : 120, Pit > 
ン 水 で 藩 解 調製 し た ブ ド ゥ 糖 0.3 を 含む TG 加 TSA 
で 41: 72 (2) と 高 率 で ある も の が , TOMBS 
0.25 に 下げ る と , 8: 24 GES) と 低 率 に な D, 
0.15 必 に な る と 観察 され て いな い GES, 4). また 
Z ¥ 70.3% 加 TSA で は それ ぞ れ 24 枚 の うち に 7 
Mc ( 表 3), 11 枚 ( 表 4) と な っ て いる . この 観察 か 
ら ブ ドウ 糖 添加 が 非 特異 現象 の 原因 と な っ て いる こと 
は 明らか で ある . また 上 記 の うち , ブドウ 糖 と TG を 
加え た 場合 に ブ ド ッ 糖 単 独 加 より 高 率 で ある 点 に つい 
て は , 今回 の 成績 で は その 原因 を 考察 する に は 不 充分 
で ある . 

実用 試験 に 際 し て 指示 菌 発育 阻止 の 有無 判定 が 困難 
な 例 に 直面 し た が , これ は 12 株 を 交叉 的 に 使用 し た 基 
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